(19) 



J 



(12) 



(43) VerOffentlichungstag: 

23.12.1998 Patentblatt 1998/52 

(21) Anmeldenummer: 98110972.1 

(22) Anmeldetag: 16.06.1998 



EuropSIsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ^en des brevets (11) EP0 885 614 A2 

EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

(51) lnt.Cl«: A61K 39/395 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 


(72) Erfinder: 


AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 


• Lindhofer, Horst, Dr. 


MCNLPT SE 


82194 Grdbenzell (DE) 


Benannte Erstreckungsstaaten: 


• Kolb, Hans-Jochem, Prof. Dr. 


AL LT LV MK RO SI 


80804 MUnchen (DE) 




• Zeidler, Relnhard, Dr. 


(30) Prioritat: 17.06.1997 DE 19725586 


81249 Munchen (DE) 


(71) Anmelder: 


• Bornkamm, Georg, Prof. Dr. 


81243 MUnchen (DE) 


GSF-Forschungszentrum filr Umwelt und 


Gesundheit, GmbH 


(74) Vertreter: 


85764 Oberschleissheim (DE) 


Reinfiard - Skuhra • Weise & Partner 




Postfacfi 44 01 51 




80750 Munchen (DE) 



(54) Verfahren zur ex vivo-lmmunisierung mittels fieterologer intakter bispezif ischer und/oder 
trispezif ischer Antikdrper 

(57) ErfindungsgemaB wird ein Verfahren zur ex 
vivo-lmmunisierung von Mensch und Tier mit den nach- 
folgenden Schritten beschrieben: 
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a) Isolierung autologer Tumorzellen; 

b) Behandein der Tumorzellen, um ihr Uberleben 
nach Relnfusion zu verhindern; 

c) Inkubation der so behandelten Tumorzellen mit 
intakten heterologen bispezrfischen und/oder tris- 
pezifischen Antikorpern, die die nachfolgenden 
Eigenschaften aufweisen: 

a - Binden an eine T-Zelle; 
p - Binden an zumindest ein Antigen auf einer 
Tumorzelle; 

y- Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif i- 
schen Antik5rpern) Oder durch eine dritte 
Spezifit§t (bei trispezifischen Antikdrpern) 
an Fc-Rezeptor positive Zellen. 
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Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur ex vivo- 
Immunisierung mittels heterologer. intakter bispezrfi- 
scher und/oder trispezrf ischer AntikSrper sowie Verwen- s 
dungen der Produkte dieses Verfahrens zur Prophylaxe 
und Therapie von Tumorerkrankungen, insbesondere 
zur Induklion einer Tumorimmunltat. 

Maligne Erkrankungen des Menschen, beispiels- 
weise Brustkrebs im fortgeschrittenen Stadium, haben w 
trotz der Fortschritte der Chemo- und Radiotherapie in 
den letzten Jahren noch immer eine SuBerst ungQnstige 
Prognose. Eine Heilung dieser Erkrankungen ist in der 
Rege! nicht moglich. Es ist daher notwendig, neue 
Behandlungsstrategien zu entwickeln. GroBe Hoffnun- is 
gen werden dabei auf immuntherapeutische Ansatze 
gesetzt, mittles derer das Immunsystem des Patierrten 
dazu gebracht werden soli, den Tumor abzustoBen. Es 
ist bekannt, daB auf Tumorzellen tumorassoziierte Anti- 
gene vorkomm en und daB das Immunsystem prinzipiel! 20 
durchaus in der Lage Ist, diese zu erkennen und die 
malignen Zellen anzugreifen, Tumoren haben jedoch 
verschiedene Strategien entwickelt, die es itinen erlau- 
ben, sich der Immunantwort zu entziehen. Dies gelingt ' 
ihnen z.B. durch ungenugerde Presentation von tumor- 25 
assoziierten Antigenen und/oder durch unzureichende 
Aktivierung der in der Rege! vorhandenen tumorspezifi- 
schen T-Zel!en. 

Bei etwa 43.000 Neuerkrankungen / Jahr steht 
Brustkrebs an der Spitze der Krebsstatistik f Or Frauen in 30 
Deutschland. Weniger als ein Drittel der Frauen mit 
Lymphknotenbefall bei Diagnose leben 10 Jahre ohne 
Ruckfall. 

Immuntherapeutische Ansatze beim Mamma-Kar- 
zinom beschrSnkten sich bisher auf Methoden zur . 35 
unspezifischen Stimulation wie die Behandlung mit 
BCG Oder Levamisol, sowie den Einsatz von LAK- und 
NK-Zellen mit IL-2 (3, 4). Eine Lebensveriangerung 
konnte mit bisher eingesetzten Formen von Immunthe- 
rapie nicht nachgewiesen werden, die Behandlung mit 40 
BCG war sogar eher nachteilig (3). Nachdem unspezifi- 
sche Aktivierungen von Zellen auch bei anderen Tumor- 
arten wenig Erfolg gehabt haben. sollte nun versucht 
werden, eine spezifische Immunreaktion in Gang zu 
bringen. 45 

Fur die Tumortherapie wurden beisplelsweise T- 
Zeil-redirigierende bispezifische AntikOrper verwendet. 
Diese binden mil einem Bindungsarm an einen T-Zell- 
Rezeptorkomplex und mit dem zweiten Bindungsarm 
an ein tumorassoziiertes Antigen auf einer Tumorzelle. so 
Durch die daraus resullierende Aktivierung der T-Zelle 
und der rSumlichen NShe der Tumorzelle vwrd letztere 
durch Apoptose-lnduktion bzw. Zytokine wie TNF-a 
Oder Perforin zerstOrt. 

Die im Stand der Technik zur Tumortherapie ver- ss 
wendeten bispezif ischen Antikarper wurden direkt in die 
Patienten infundiert. Diese Vorgehensweise weist meh- 
rere Nachteite auf: 



Es sind hohe AntikOrper-Dosen notwendig: 

es kfinnen gravierende Nebenwirkungen auftreten; 

durch den Tumorbindungsarm konnen die Antikor- 

per bei in vivo-Applikation auch an Normalgewebe 

binden. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
neues Verfahren bereitzustellen. urn maligne Erkran- 
kungen des Menschen, insbesondere mit dem Ziel 
einer Tumorimmunitat, zu therapieren. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch das im 
Anspruch 1 nSher gekennzeichnete Verfahren gel6st. 
Bevorzugte Ausgestaltungen des Verfahrens ergeben 
sich auch aus den Unteranspruchen. 

Weitere Anspruche betreffen die Venwendung des 
erfindungsgemSB bereitgestellten TumorzellprSparats 
zur Prophylaxe und Therapie von Tumorerkrankungen, 
insbesondere zur Erreichung einer Tumorimmunitat, 
besonders bevorzugt einer Langzeit-lmmunitat. 

Das Endprodukt des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens ist eine pharmazeutische Zubereitung. die Tumor- 
zellen und Antikorper enthalt. Diese 
Tumorzellzubereitung wird erfindungsgemaB zur Pro- 
phylaxe und Behandlung von Tumorerkrankungen ein- 
gesetzt, um eine Tumorimmunitat, bevorzugt eine 
Langzeit-Tumorimmunitat, zu erreichen. 

ErfindungsgemaB werden autologe Tumorzellen 
mit heterologen bispezifischen und/oder trispezifischen 
Antikorpern behandelt, und die so erhaltene Tumorzell- 
zusammensetzung wird in den Patienten oder in Tiere. 
aus denen die autologen Tumorzellen isoliert wurden, 
reinfundiert. 

Die erfindungsgemaB durchgefuhrten Versuche, 
insbesondere das hier beschriebene Beispiel 2, zeigen. 
daB eine langanhaltende Tumorimmunitat erreichbar 
ist. Die in Mausen durchgefuhrten Untersuchungen und 
die derart erhaftenen Ergebnisse kfinnen auch auf Men- 
schen ubertragen werden. Es ist davon auszugehen. 
daB eine mehrjahrige und damit eine langandauernde 
Tumorimmunitat durch das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren erreichbar ist. 

ErfindungsgemaB versteht man unter einer Tumor- 
zelle jede Zelle. die durch eine Oder mehrere Mutatio- 
nen ihre normale Funktion verloren oder verandert hat 
und sich unkontrolliert vermehren kann. 

Die erfindungsgemaB erreichbare Tumorimmunitat 
ist dadurch gekennzeichnet, daB in einem Organismus 
das korpereigene Immunsystem gegen den autologen 
Tumor derart aktiviert wird. daB es zu einer dauerhaften 
ZerstOrung und/oder Kontrolle des autologen Tumors 
kommt. 

ErfindungsgemaB ist jede Art von Tumoren behan- 
delbar, die unter die oben angegebene Definition failt. 
Insbesondere therapierbar sind epitheliale Tumore. 
Adenokarzinome. Kolonkarzinome. Mammakarzinome. 
Ovarialkarzinome, Lxingenkarzinome und Hals-, Nasen- 
und/oder Ohrentumore. Weiterhin behandelbar sind 
nicht-epitheliale Tumoren wie Leukamien und Lym- 
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phome. Weiterhin therapierbar sind virusinduzierte 
Tumoren, beispielsweise Lebertumore Oder Cervixkar- 
zinome. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren werden 
Tumorzellpraparate erhalten, die in Form pharmazeuti- 5 
scher Zubereitungen wieder an den Patienten verab- 
reicht werden. 

ErfindungsgemaR werden heterologe intakte bispe- 
zifische und/oder trispezifische AntikOrper venwendet. 
Diese werden ex vivo mit zuvor aus einem Palienten io 
entnommenen Tumorzellen (autologe Tumorzellen) in 
Konlakt gebracht. Um ein Uberleben der Tumorzellen 
nach Reinfusion zu verhindern. wurden die Tumorzellen 
vordem Inkontaktbringen mit den AntikOrpern in an sich 
bekannter Weise behandelt. beispielsweise durch is 
Bestrahlung. Die Tumorzellen werden nach Bestrahlung 
mit den intakten heterologen bispezifischen und/oder 
trispezifischen Antikfirpern inkubiert. ErfindungsgemaB 
sind nicht beliebige Antikorper venwendbar, sondern 
diese mussen intakt sein. d.h. sie mussen einen funktio- so 
nellen Fc-Teil besitzen, und sie mussen heterologer 
Natur sein, d.h. die Antikfirper sind dann aus schweren 
Immunglobulinketten unterschiedlicher SubWassen (- 
Kombinationen. auch Fragmente) und/oder Herkunft 
(Spezles) zusammengesetzt. 25 

Diese intakten heterologen bispezifischen und/oder 
trispezifischen AntikOrper werden so ausgewShlt, daS 
sie weiterhin die nachfolgenden Eigenschaften aufwei- 
sen: 

30 

a - Binden an eine T-Zelle; 
p- Binden an zumindest ein Antigen auf einer 
Tumorzelle; 

Y - Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezifischen 

/VntikOrpern) Oder durch eine dritte Spezrfitat 35 
(bei trispezifischen Antik5rpern) an Fc-Rezep- 
tor positive Zellen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorlie- 
genden Erfindung werden bispezifische und/oder tris- 40 
pezrfische /VntikOrper eingesetzt, die in der Lage sind, 
die Fc-Rezeptor-positive Zelle zu aktivieren. Hierdurch 
wird die Expression von Cytokinen und/oder co-stlmula- 
torischen /Vntigenen iniziiert Oder erhoht 

Bei den trispezifischen AntikOrpern erfolgt die Bin- 45 
dung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen bevorzugt bei- 
spielsweise uber den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor 
positiven Zellen oder auch uber andere Antigene auf 
Fc-Rezeptor positiven Zellen (Antigen-prasentierenden 
Zellen), wie z.B. den Mannose-Rezeptor. so 

Nur durch das erfindungsgemdBe Verfahren und 
den Einsatz der hier beschriebenen AntikQrper ist 
gewahrleistet. da(3 nach Reinfusion der AntikOrper in 
den Patienten. aus dem die Tumorzellen zuvor entnom- 
men wurden. eine Tumorimmunitat aufgebaut wird. Die ss 
Reinfusion erfolgt bevorzugt in einen Palienten nach der 
Behandlung des Prim^rtumors, bevorzugt bei Patienten 
in einer minimal residual disease {MRD)-Situation. Bei 



Patienten mit wenig verbliebenen Tumorzellen. bei 
denen allerdings die Gefahr eines Rezidivs hoch seia-_ 
kann, wird das erf indungsgemaB bereitgestellte Verfah-" 
ren besonders erfolgreich anwendbar sein. 

Durch das erfindungsgemaBe Verfahren kOnnen 
die aus dem Stand der Technik bekannten und oben 
naher beschriebenen Nachteile vermieden werden. 

Die erfindungsgemaB venwendbaren heterologen 
bispezifischen und/oder trispezifischen AntikOrper sind 
zum Teil an sich bekannt, zum Teil werden sie aber 
auch in der vorstehenden Anmeldung zum ersten Mai 
beschrieben. Ein Beispiel fur einen bsAk ist der Antikor- 
per anti-CD3 X anti-epcam, der bei epithelialen Tumo- 
ren wie dem Mammacarcinom eingesetzt wird, 

ErfindungsgemaB werden zwei Verfahrens-Varian- 
ten unterschieden: 

1. Kurzzeitinkubation. und 

2. Langzeitinkubation 

Bei der Kurzzeitinkubation werden die autologen 
Tumorzellen mit den intakten heterologen bispezifi- 
schen und/oder trispezifischen AntikOrpern fQr einen 
Zeitraum von 10 Minuten bis 5 Stunden oder 10 Minuten 
bis 3 Stunden oder weiterhin bevorzugt fur einen Zeit- 
raum von ca. 15 Minuten bis 2 Stunden, weiterhin 
bevorzugt fur einen Zeitraum von 15 Minuten bis 1 
Stunde, inkubiert. Die dann mit den Antikorpern belade- 
nen Tumorzellen werden dann zur Reinfusion vorberei- 
tet. 

Bei der Langzeitinkubation werden die autologen 
Tumorzellen ebenfalls fCir einen Zeitraum von ca. 10 
Minuten bis 5 Stunden, bevorzugt fur einen Zeitraum 
von 15 Minuten bis 2 Stunden und weiterhin bevorzugt 
fur einen Zeitraum von 15 Minuten bis 1 Stunde, inku- 
biert, so daB die autologen Tumorzellen mit den Antikor- 
pern beladen werden. /VnschlieBend werden hierzu 
Blutzellen des Patienten, bevorzugt mononuWeare Zel- 
len aus dem peripheren Blut (PBMC = peripheral blood 
mononucleated celts), zugegeben, und diese Mischung 
wird dann uber einen langeren Zeitraum. beispielsweise 
1 bis 14 Tage lang. bevorzugt 3 bis 10 Tage und weiter- 
hin bevorzugt 6 bis 10 Tage, inkubiert. Alternativ hierzu 
konnen in einer weiteren Verfahrensfuhrung die autolo- 
gen Tumorzellen unmittelbar mit den bispezifischen 
und/oder trispezifischen AntikOrpern und mit den Blut- 
zellen des Patienten, bevorzugt den mononuklearen 
Zellen aus dem peripheren Blut. in Kontakl gebracht 
werden. Hierdurch wird eine Vielzahl von Immunzellen 
bereits ex vivo gegen den Tumor "geprlmf. Anschlie- 
Bend werden diese in den Patienten reinfundiert. Durch 
die Langzeitinkubation wird auch eine Internalisierung 
der AnIikCrper und ihr Abbau erreicht. 

Erste in vitro-Ergebnisse zeigen, daB durch derar- 
tig vorbehandelte Immunzellen Tumorzellen ohne wei- 
tere Zugabe von bispezifischen und/oder trispezifischen 
/Vntikorpern zerstort wenden kdnnen (vgl. Beispiel 1). 

Sowohl bei der Kurzzeitinkubation als auch bei der 
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Langzeitinkubation werden T-Zellen an die Tumorzellen 
mittels der an den Tumorzellen immobilisierten intakten 
bispezrfischen und/oder trispezif ischen AntikOrper redi- 
rigiert; gleichzeitig findet eine Bindung von Fc-Rezeptor 
positiven Zellen an den Fc-Teil des bispezifischen 5 
und/oder trispezifischen AntikGrpers nach Reinfusion 
statt. Dabei werden die Fc-Rezeptor positiven Zellen 
durch Bindung an die Fc-Teile von (an der T-Zelle bzw. 
TumorzeIle)immobiIisierten Intakten bispezifischen Anli- 
kcrpern akliviert. 10 

Zur Verbesserung des Immunisierungserfolges 
kdnnen die entweder nach dem Kurzzeit-lnkubations- 
verfahren oder nach dem Langzeit-lnkubationsvertah- 
ren mil den AntikOrpern behandelten Tumorzellen nicht 
nur einmal an den Patienten appliziert, sondern wahl- is 
weise auch mehrfach verabreicht werden. 

Auf der Tunwrzelle erfolgt eine Hochregulation von 
MHC 1, sowie eine Aktivierung der intrazellularen Pro- 
zessierungsmaschinerie (Proteasom-Komplex) auf- 
grund der Freisetzung von Zytokinen (wie z.B. INF-y 20 
und TNF-a) in unmittelbarer Nachbarschaft der Tumor- 
zelle. Die Zytokine werden aufgrund bispezif ischer Anti- 
kOrpervermittelter Aktivierung von T-Zellen und 
akzessorlschen Zellen freigesetzt (siehe Abb. 1 und 3). 
D.h. durch den intakten bsAk werden nicht nur Tumor- 25 
zellen zerstort oder phagozytiert, sondern indirekt auch 
deren Tumorimmunitat erhOht. 

Die Aktivierung der Fc-Rezeptor positiven Zelle 
durch den bsAk ist von der Subklasse bzw. der Subklas- 
senkombination des bsAk abhangig. Wie in in vitro- Ver- 30 
suchen nachgewiesen werden konnte, sind 
beispielsweise bsAkder Subklassenkombination Maus- 
lgG2a/-Ratte-lgG2b in der Lage. an Fc-Rezeptor posi- 
tive Zellen zu binden und diese gleichzeitig zu aklivie- 
ren, was zur Hochregulation bzw. Neuausbildung 35 
(Expression) von kostimulatorischen Antigenen, wie 
z.B. CD40. CD80 oder CD86. auf der Zelloberfiache 
dieser Zellen f uhrt Dagegen sind bsAk der Subklassen- 
kombination Maus-lgG1/lgG2b zwar in der Lage an Fc- 
Rezeptor positive Zellen zu binden (1), kfinnen diese 40 
aber offenbar nicht in vergleichbarem Ma3e aktivieren 
(2). 

Wahrend der intakte bsAk die T-Zelle mit einem 
Bindungsarm (z.B. an CDS oder CD2) bindet und 
gleichzeitig aktiviert, kOnnen kostimulatorische Signale 45 
von der, an den Fc-Teil des bsAk gebundenen Fc- 
Rezeptor positiven Zelle, an die T-Zelle ubermittelt wer- 
den. D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T- 
Zelle Ober einen Bindungsarm des bsAk und der gleich- 
zeitigen Ubertragung von kostimulatorischen Signalen so 
von der Fc-Rezeptor positiven Zelle auf die T-Zelle, fuhrt 
zu einer effizierrten T-Zellaktivierung (Abb. 1A). Tumor- 
spezif feche T-Zellen. die an der Tumorzelle ungenugend 
aktiviert wurden und anergisch sind, kOnnen nach der 
erfindungsgemaBen ex vivo-Vorbehandlung ebenfalls ss 
reaktiviert werden (Abb. 1 B). 

Ein weiterer wichtiger Aspekl bei der Induktion 
einer Tumorimmunitat ist die mdgliche Phagozytose, 



Prozessierung und PrSsentation von Tumorebestand- 
teilen durch die vom bsAk herangefuhrten und aktivier- 
ten akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, - - 
dendritische Zellen und NK-'^Natural Killer"-Zellen). 
Durch diesen Wassischen Mechanismus der Prasenta- 
tion von Antigenen kOnnen sowohl tumorspezifische 
CD4- wie auch CDS-positive Zellen generiert werden. 
Tumorspezifische CD4-Zellen spielen daruberhinaus 
eine wichtige Rolle fur die Induktion einer humoralen 
Immunantwort im Zusammenhang mit der T-B-Zell 
Kooperation. 

Bispezifische und trispeziffeche Antikfirper kGnnen 
mit einem Bindungsarm an den T-Zellrezeptor-Komplex 
der T-Zelle, mit dem zweiten Bindungsarm an tumoras- 
soziierte Antigene auf der Tumorzelle binden. Sie akti- 
vieren dabei T-Zellen, die durch Freisetzung von 
Zytokinen oder Apoptose-vermittelnde Mechanismen 
die Tumorzellen zerstoren. Daruber hinaus besteht 
offenbar die M6glichkeit, daB T-Zellen im Rahmen der 
Aktivierung mit bispezifischen AntikSrpern tumorspezifi- 
sche Antigene iiber ihren Rezeptor erkennen und 
dadurch einedauerhafte Immunisierung eingeleitetwird 
(Abb. 1B). Von besonderer Bedeutung ist dabei der 
intakte Fc-Teil des bispezifischen oder trispezifischen 
Antikorpers, der die Bindung an akzessorische Zellen 
wie z.B. Monozyten/Makrophagen und dendritische Zel- 
len vermittelt und diese veranlaBt selbst zytotoxisch zu 
werden und/oder gleichzeitig wichtige kostimulatorische 
Signale an die T-Zelle weiterzugeben (Abb. 1). Auf diese 
Weise kann offensichtlich eine T-Zellantwort u.U. auch 
gegen bislang unbekannte. tumorspezifische Peptide 
induziert werden. 

Durch Redirektion von u.U. anergisierten. tumor- 
spezifischen T-Zellen an Tumorzellen mittels bispezifi- 
scher und/oder trispezifischer /\ntikOrper bei 
gleichzeitiger Kostimulation derartiger T-Zellen durch 
akzessorische Zellen welche an den Fc-Teil des bispe- 
zifischen Oder trispezif ische Antikorpers binden, konnte 
die Anergie von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) aufgeho- 
ben werden. D.h.- eine im Patienten gegen den Tumor 
existierende T-Zell-Toleranz kann mittels intakler hete- 
rologer bispezifischer und/oder trispezifischer AntikOr- 
per gebrochen und damit eine dauerhafte 
Tumorimmunitat induziert werden. 

Fur den letzten Punkt gibt es erste in vivo-Daten 
aus Mausversuchen, die auf eine derartige dauerhafte 
Tumorimmuntat nach Behandlung mit einem syngenen 
Tumor und intakten bsAk hinweisen. In diesen Versu- 
chen uberlebten insgesamt 14 von 14 Tieren. die nach 
einer ersten Tumorinjektion erfolgreich mit bsAk behan- 
delt werden konnten, eine weitere Tumorinjektion 144 
Tage nach der ersten Tumorinjektion - ohne eine 
erneute Gabe von bsAk (siehe Beispiel 2). 

Weitere Vorteile bei der ex vivo- Immunisierung mit- 
tels bispezifischer und/oder trispezifischer Antikflrper 
sind (i) die Minimierung von mOglichen Nebenwirkun- 
gen (ii) die kontrollierte Bindung des Tumorbindungs- 
arms an die Tumorzelle auBerhalb des KOrpers und (iii) 
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ein mOglichst geringer Verbrauch von bispezifischen 
und trispezifischen AntikOrpern. Dabei sind grundsStz- 
lich zwei Vorgehensweisen moglich. die unten im ein- 
zelnen eriautert werden. Ein wichtiger Aspekt bel der 
Langzeitinkubation 1st. daB der eingesetzte bispezifl- 5 
sche Oder trispezrflsche Antikdrper innerhalb der pro- 
jektierten tnkubationszeit verbraucht und abgebaut 
wird. Damit wOrde fur eine derartige Immunisierung die 
langwierige Arzneimittelanmeldung entfallen. 

Die Tumorzellen werden mit den AntikOrpern beim w 
Kurzeit- und beim Langzeit-lnkubationsverfahren Ober 
einen Zeitraum von 10 Minuten bis 5 Stunden, bevor- 
zugt bis 3 Stunden. weiterhin bevorzugt bis 2 Stunden 
und noch weiter bevorzugt 15 Minuten bis 1 Stunde lang 
inkubiert. Die Inkubatlon erfolgt bevorzugt bei einer is 
Temperatur von 4<*C bis 25*C, insbesondere bevorzugt 
bei 4^0 bis 10°C. Die Inkubation wird bevorzugt in steri- 
ler Umgebung in gepufferter KochsalzlGsung bei einem 
neutralen pH-Wert durchgefuhrt. Bei der Kurzzeit-lnku- 
bation erfolgt anschliefJend unmittelbar die Reinfusion 20 
in den Patienten. Beim Langzeit-lnkubationsverfahren 
werden nach dieser Vorinkubation die mononuW earen 
Zelien aus dem peripheren Blut zugegeben und zusam- 
men mit den bererts vorinkubierten Tumorzellen/Antl- 
kOrpern fur einen weiteren Zeitraum von 1 bis 1 4 Tagen, 25 
bevor^ugter 3 bis 10 Tagen, weiterhin bevorzugt 6 bis 
10 Tagen. inkubiert. Diese Inkubation erfolgt bevorzugt 
bel 37*^0 unter sterilen Bedingungen und unter GMP- 
Bedingungen (Good Manufacturing Production = GMP) 
in einem Brutschrank. Wie weiter oben bereits beschrie- so 
ben. konnen bei der Langzeit-lnkubation die Blutzellen 
auch zusammen mit den Tumorzellen und den AntikOr- 
pern unter geeigneten Bedingungen inkubiert werden. 

Die obengenannten Inkubationsbedingungen sind 
nur beispielhaft zu verstehen. In Abhangigkeit von den 35 
Tumorzellen und den venwendeten AntikOrpern kOnnen 
auch andere Zeitraume, Temperaturbedingungen etc., 
allgemein andere Inkubationsbedingungen, gewahit 
werden. Der Fachmann kann durch einfache Versuche 
diese Bedingungen festlegen. 40 

Bei der Vorinkubation werden die Tumorzellen 
bevorzugt in einer Menge von 10^ bis 10^ Zellen, weiter- 
hin bevorzugt in einer Menge von ca. 10® Zellen, ver- 
wendet. Die mononuklearen Zellen aus dem peripheren 
Blut werden bevorzugt in einer Menge von ca. 10^ bis 45 
10^° Zellen zugegeben. Selbstverstandlich ist es fur 
den Fachmann auch moglich, andere Inkubationsbedin- 
gungen zu wahlen, die durch Laborversuche ermittelt 
werden kdnnen (bspw. Anderungen in der Zellzahl und 
Inkubationsdauer). so 

Die eingesetzten autologen Tumorzellen werden, 
urn nach Reinfusion ein weiteres Uberleben der Tumor- 
zellen zu verhindern. bspw. bestrahlt. Beispielsweise 
werden y-Strahlen verwendet, die bspw. in einer Dosis- 
starke von 50 bis 1 00 Gy eingesetzt werden. ss 

Die erfindungsgemafJ eingesetzten AntikOrper sind 
bevorzugt zur Reaktivierung von In Anergie befindli- 
chen, tumorspezifischen T-Zellen befahigt. Weiterhin 



sind sie zur InduWion von tumorreaktiven Komplement- 
bindenden AntikiJrpern und damit zur Induktion einer 
humoralen Immunantwort In der Lage. 

Die Bindung erfolgt bevorzugt Ober CD3. CD2. 
CD4. CDS. CD6. CDS. CD28 und/oder CD44 an die T- 
Zelle. Die Fc-Rezeptor positiven Zellen weisen zumin- 
desl einen FcyRezeptor I, II Oder III auf. 

ErflndungsgemaO einsetzbare AntikOrper sind zur 
Bindung an Monozyten, Makrophagen. dendritische 
Zellen, "Natural Killer-Zellen (NK-Zellen) und/oder akti- 
vierte neutrophile Zellen als Fcy-Rezeptor 1 positive 
Zellen befahigt. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren AntikOrper 
bewirken. daB die Expression von CD40. CD80. CD86, 
ICAM-1 und/oder LFA-3 als kostimulatorische Antigene 
oderAjnd die Sekretion von Zytokinen durch die Fc- 
Rezeptor positive Zelle initilert oder erhOht wird. Die 
Zytokinesind bevorzugt IL-1, IL-2, IL-4. IL-6. IL-8.IL-12 
und/oder TNF-a. 

Die Bindung an die T-Zelle erfolgt bevorzugt uber 
den T-Zell-Rezeptor-Komplex der T-Zelle. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren bispezifischen 
AntikGrper sind bevorzugt: 

ein anti-CD3 X antl-Tumor-assozliertes Antigen- 
und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Anti- 
gen- und/oder anti-CDS X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-assoziier- 
tes Antigen- und/oder anti-CDS X anti-Tumor-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen-AntikOrper ist. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren trispezifischen 
AntikOrper sind bevorzugt: 

ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- 
und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Anti- 
gen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-assoziier- 
tes Antigen- und/oder anti-CDS X anti-Tumor-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen-AntikOrper. 

Die erfindungsgemaB einsetzbaren trispezfischen 
/VntikOrper weisen zumindest eine T-Zell-Bindungsarm. 
einen Tumorzell-Bindungsarm und einen an Fc-Rezep- 
tor positive Zellen bindenden Bindungsarm auf. Dieser 
zuletzt genannte Bindungsarm kann ein arrti-Fc-Rezep- 
tor-Bindungsarm oder ein Mannose-Rezeptor-Bin- 
dungsarm sein. 

Der bispezifische AntikCrper ist bevorzugt ein hete- 
rologer intakter Ratte/Maus bispezifischer Antil^rper. 

Mit den erfindungsgemaB einsetzbaren bispezifi- 
schen und trispezifischen Antikorpern werden T-Zellen 
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aktiviert und gegen die Tumorzellen redirigiert. Bevor- 
zugt einsetzbare heterologe intakte bispezifische Anti- 
korper werden aus einer oder mehreren der 
nachfolgenden Isotyp-Kombinationen ausgewShlt: 

Ratte-lgG2b/Maus-lgG2a, 

Ratte-lgG2b/Maus-lgG2b, 

Ratte-lgG2b/Maus-lgG3, 

Ratte-lgG2b/Human-lgG1 , 

Ratte-IgG2b/Human-lgG2, 

Ratte-lgG2b/Human-lgG3[orientaler 
G3m(st) = Bindung an Protein A], 

Ratte-lgG2b/Human-lgG4, 

Ratle-lgG2b/Ratte-lgG2c. 

Maus-lgG2a/Human-lgG3[kaukasische Allotypen 
G3m(b+g) = keine Bindung an Protein A. im folgen- 
den mit * gekennzeichnel] 25 

Maus-lgG2a/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG1- 
[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2a/Ratte-[VH-CH1 .VL-CL)-Human-lgGl- 30 
[Hinge]-Hurnan-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2a/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

35 

Maus-[VH-CH1,VL-CLJ-Human-igG1/Ratte-[VH- 
CH1 . VL-CL]-Human-lgG1 -[Hinge]-Human-lgG3*- 
[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1 . VL-CL]- Human- lgG4/Ratte-[VH- 40 
CH1.VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]-Human-lgG4[N- 
terminale Region von CH2]-Human-lgG3*[C-termi- 
nale Region von CH2: > AS-Position 251]-Human- 
lgG3*[CH3] 

45 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1 .VL-CL]-Human-lgG1 - 
[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG2- 
[Hinge-CH2-CH3] so 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG3- 
{Hinge-CH2-CH3, orientaler Allotyp] 

Ratte-!gG2b/Maus-[VH-CH1 .VL-CL]- Human- lgG4- 55 
(Hinge-CH2-CH3] 

Human-lgGl/Human-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 



lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG1/Ratte-[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG1- 
[Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Region von 
CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von CH2 : 
> AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 



Human-lgG1/Ratte-[VH-CH1 .VL-CL]-Human-lgG1 - 
[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgGl/i\/Iaus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-IgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG2/Human-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG2-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG4/Human-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-IgG4/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge]-HunfTan-lgG4[N-terminale Region von 
CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von CH2 : 
> AS-Position 251]-Human-!gG3*[CH3l 

Maus-lgG2b/Ratte-[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG1- 
[Hinge]-Human-lgG3*-ICH2-CH3] 

Maus-lgG2b/Human-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-igG1- 
[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG4/Ratte-[VH- 
CH1.VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]-Human-lgG4- 
[CH2]-Human-lgG3*-[CH3] 

HumanlgG1/Ratte[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
IgGI [Hingel-Human-lgG4-[CH21- 
HumanIgG3*[CH31 

HumanlgG1/Maus[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgGl[Hingel-Human-lgG4-[CH2]-Human- 



Human-lgG1/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG4[N-termina!e Region von 
10 CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von CH2 : 

> AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 

Human-lgG1/Ratte-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG1- 
[Hinge]-Human-lgG2[N-terminaIe Region von 
15 CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von CH2 : 
Allotyp > AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgGl-[Hinge]-Human-lgG2[N-terminale Region von 
20 CH2]-Human-lgG3*(C-terminale Region von CH2 : 

> AS-Position 251l-Human-lgG3*[CH3l 
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lgG3*[CH3] 

Human-lgG4/Human[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge]-Human-lgG4-[CH2]-HumanIgG3*- 
[CH3]. 5 

Die oben genannten Antikorper sind beispielhaft 
genannt. Diese und andere erfindungsgemaB einsetz- 
baren AntikOrper kdnnen vom Fachmann anhand von 
speziellen Techniken hergestelit werden. Beispielhaft io 
hierfur sind die Literaturstellen (7) bis (11) genannt. 

Insbesondere Greenwood et. al. beschreiben die 
MOglichkeit einzelne Immunglobulin-Domanen (z.B. 
CI-12) durch geeignete Klonierungstechniken auszutau- 
schen. Dadurch wird die Technik bereitgestellt. um neue is 
AntikOrperkombinationen herzustellen. wie beispielhaft 
in Anspruch 9 beschrieben. z.B.: human-(VH-CH1, VL- 
CL)-human lgG4-(hinge)-hunrian lgG4 (N-terminale 
Region von CH2)-human IgGs' (C-terminale Region 
von CH2:> Aminosaureposltion 251)-human lgG3* 20 
(CH3). 

Die Kombination mit einem AntikSrper: human 
lgG4 zur Hersteliung des bispezifischen AntikOrpers: 
human lgG4/human-(VH-CH1. VL-CL)-human lgG4- 
(hinge)-human lgG4 (N-terminale Region von CH2)- 25 
human lgG3' (C-terminale Region von CH2:> Amino- 
sSureposition 251)- human lgG3* (CHS) wird durch ein- 
fache Zellfusion, wie in Lindhofer et al. (J. Immunol. 
155:219, 1995) beschrieben. herbeigefQhrt. 

Bei den erfindungsgemaB verwendbaren AntikOr- 30 
pern handelt es sich vorzugsweise um monoklonale, 
chimare, rekombinante. synthetische, halbsynthetische 
Oder chemisch modifizierte intakte AntikOrper mit bel- 
spielsweise Fv-, Fab-, scFv- oder F(ab)2-Fragmenten. 

Bevorzugt werden Antikorper oder Derivate oder 35 
Fragmente vom Menschen verwendet oder solche. die 
derart verandert sind, daB sie sich fur die Anwendung 
beim Menschen eignen (sogenannte "humanized anti- 
bodies") (slehe z.B. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175 
(1992), 217; Mocikat et al.. Transplantation 57 (1994), 40 
405). 

Die Hersteliung der verschiedenen oben genann- 
ten AntikOrpertypen und -fragmente ist dem Fachmann 
geiaufig. Die Hersteliung monoklonaler Antikdrper, die 
ihren Ursprung vorzugsweise in Saugetieren, z.B. 45 
Mensch. Ratte. Maus, Kaninchen oder Ziege, haben. 
kann mittels herkflmmlicher Methoden erfolgen, wie sie 
z.B. in Kohler und Milstein (Nature 256 (1975). 495), in 
Harlow und Lane (Antibodies, A Laboratory Manual 
(1988). Cold Spring Hartx)r) oder in Galfr6 (Meth. Enzy- so 
mol. 73 (1981), 3) beschrieben sind. 

Ferner ist es mOglich, die beschriebenen Antikor- 
per mittels rekombinanter DNA-Technologie nach dem 
Fachmann geiaufigen Techniken herzustellen (siehe 
Kurucz et al., J. Immunol. 1 54 (1 995), 4576; Hollinger et ss 
al., Proc. Natl. Acad. Sc. USA 90 (1993), 6444). 

Die Hersteliung von Antikarpern mit zwei verschie- 
denen Spezifitaten. den sogenannlen bispezifischen 



AntikOrpern. ist zum einen durch Anwendung rekombi- 
nanter DNA-Technologie moglich, aber auch durch die 
sogenannte Hybrid-Hybridoma-Fusionstechnik (siehS^ - 
z.B. Milstein et al.. Nature 305 (1983). 537). Hierbei 
werden Hybridomazellinien, die Antikorper mit jeweils 
einer der gewOnschten Spezifitaten produzieren. fusio- 
niert und rekombinante Zellinien identifiziert und iso- 
liert, die Antikorper mit beiden Spezifitaten produzieren. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem 
kann sowohl durch bispezifische als auch trispezifische 
Antikorper gelOst werden, sofern sie die im Anspruch 1 
gekennzeichneten Eigenschaften und Wirkungen auf- 
weisen. Nachfolgend wird die Hersteliung von AntikOr- 
pern mit Zwei- und Dreispezifitaten naher beschrieben. 
Die Bereitstellung derartiger bispezlf tscher und trispezi- 
fischer Antikorper gehOrt zum Stand der Technik. und 
auf die derartige Herstellungstechniken beschreibende 
Literatur wird hier voll inhaltlich Bezug genommen. 

Die Hersteliung von AntikOrpern mit drei Spezifita- 
ten, sogenannten trispezifischen AntikOrpern, durch die 
das der Erfindung zugrundeliegende Problem ebenfalls 
lOsbar ist. kann beispielsweise derart erfolgen, daB an 
eine der schweren Ig-Ketten eines bispezifischen Anti- 
kOrpers eine dritte Antigenbindungsstelle mit einer wei- 
teren Spezifitat, z.B. in Form eines "single chain 
variable fragments" (scFv). angekoppelt wird. Das scFv 
kann beispielsweise uber einen 

-S-S(G4S)nD-l-Linker 
an eine der schweren Ketten gebunden sein (S = Serin, 
G = Glycin, D = Aspartat, I = Isoleudn). 

Analog dazu kOnnen trispezifische F(ab)2-Kon- 
strukte hergestelit werden, indem die CH2-CH3-Regio- 
nen der schweren Kette einer Spezifitat eines 
bispezifischen AntikOrpers ersetzt werden durch ein 
scFv mit einer dritten Spezifitat, wahrend die CH2-CH3- 
Regionen der schweren Kette der anderen Spezifitat 
beispielsweise durch EInbau eines Stopcodons (ani 
Ende der "Hinge"-Region) In das codierende Gen, z.B. 
mittels homologer Rekombination, entfernt werden 
(siehe Abb.5). 

Moglich Ist auch die Hersteliung trispezifischer 
scFv-Konstrukte. Hierbei werden drei VH-VL-Regionen, 
die drei verschiedene Spezifitaten reprasentieren, hin- 
tereinander in Reihe angeordnet (Abb.6). 

Erf IndungsgemaB werden z.B. Intakte bispezifische 
Antikorper venvendet. Intakte bispezifische Antikorper 
sind aus zwei AntlkOrper-Halbmolekulen Qe eine H- und 
L-lmmunglobulinkette). die jeweils eine Spezifitat repra- 
sentieren, zusammengesetzt, und besitzen darOber hin- 
aus. wie normale AntikOrper auch. einen Fc-Teil mil den 
bekannten Effektorfunktionen. Sie werden bevorzugt 
durch die Quadrom-Technologle hergestelit. Dieses 
Herstellungsverfahren ist beispielhaft in der DE-A-44 19 
399 beschrieben. Auf diese Druckschrift. auch bzgl. 
einer Definition der bispezifischen AntikOrper, wird zur 
vollstandigen Offenbarung vollinhaltlich Bezug genom- 
men. Selbstverstandlich sind auch andere Herstel- 
lungsverfahren einsetzbar, solange sie zu den 
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erfindungsgemaB notwendigen intakten bispezifischen 
Antikorpern der obigen Definition fOhren. 

Beispielsweise konnen in einem neu entwlckelten 
Herstellungsverfahren (6) intakte bispezifische Antikdr- 
per In ausreichender Menge produziert werden. Die s 
Kombination von 2 bispezifischen Antikerpern gegen 2 
unterschiedliche tumorassoziierte Antigene (z.B. c-erb- 
B2. ep-cam, beispielsweise GA-733-2 = C215) auf den 
Mammakarzinomzellen minimiert die Gefahr, daf3 
Tumorzellen, die nur ein Antigen exprimieren, uner- io 
kannt bleiben. 

Es wurde auch versucht. durch Behandiung mil bis- 
pezifischen F(ab')2-Fragmenten mit den Spezifitaten 
anti-c-erb-B2 x antiCD64 eine Tumorimmunitat zu errei- 
chen. Der Hauptnachteil von bsF(ab')2-Fragmenten is 
liegt darin. da(3 aufgrund der venwendeten Spezifitaten 
lediglich FcyRI+ Zellen an den Tumor redirigiert werden. 
T-Zellen werden durch diesen bispezifischen AntikOrper 
nicht an den Tumor redirigiert. Die bsF(ab')2 -Fragments 
besitzen zwar auch das Potential zur direklen Tumorzer- 20 
storung, sind aber nicht in der Lage, selber eine Tumor- 
immunitat zu etablieren. Dazu ist nur die T-Zelle mit 
ihrem speziftschen T-Zellrezeptor befahigt. Die FcyRI+ 
Zellen konnen zwar indirekt durch Prasentation von 
tumorspezifischen Peptiden (uber MHC I bzw. MHCII) 25 
nach z.B. Phagozytose von Tumorzellbestandteilen 
tumorspezifische T-Zellen aktivieren, die Effizienz der 
Induktion einer Tumorimmunitat ist hier aber nicht ganz 
so hoch (nur bei 30% der Patienten). 
Weitere Vorteile von intakten bsAk mit der Fahigkeit zur 30 
Redirektion von T-Zellen gegenOber den o.g. bsF(ab')2 
Fragmenten sind Im einzelnen: 

1. An intakte bsAk kOnnen Fc-Rezeptor positive 
Zellen binden und einerseits uber ADCC (antibody- 35 
dependent cell-mediated cytotoxicity) direkt zur 
Tumorzerstorung beitragen sowie andererseits wie 
oben naher ausgefuhrt zur T-Zellaktivierung. 

2. Durch intakte T-Zell-redirigierende bsAk werden 40 
auch anergisierte tumorspezifische T-Zellen an die 
Tumorzelle herangefuhrt, die erfindungsgemaB 
direkt am Tumor reaktiviert werden kOnnen. Dies 
kann durch ein bsF(ab')2-Fragment mit den Spezifi- 
taten anti-CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen 45 
nicht erreicht werden. 

3. Ein bsF(ab')2-Fragment mit den Spezifitaten 
anti-CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen kann 
lediglich eine Tumorimmunitat in 30% der Patienten so 
erzlelen, wahrend erfindungsgemaB in Mausversu- 
chen mit T-Zell-redirigierenden intakten bsAk ein 
Schutz in 100% der Tiere erzielt werden konnte. 

Die Bindung des bsAk an FcrRI besitzt zwei 55 
wesentliche Vorteile im Hinblick auf eine optimale anti- 
Tumorwirksamkeit; 



(1) Fc^RI positive Zellen besitzen die Fahigkeit mit- 
tels ADCC Tumorzellen zu eliminieren (11) und 
kOnnen insofern synergistisch zur anti-Tumonwir- 
kung der durch den bsAk an die Tumorzelle heran- 
gefuhrten cytotoxischen T-Zellen beitragen (13). 

(2) FCY-Rl positive Zellen (wie z.B. Monozy- 
ten/Makrophagen/Dendriten) sind in der Lage. 
wichtige kostimulatorische SIgnale. ahnllch wie bei 
der Antigen-Prasentation, der T-Zelle zu llefern und 
damit eine Anergisierung der T-Zelle zu verhlndern. 
Wie in Abbildung 1 gezeigt kQnnen weiterhin. als 
enwiinschtes Nebenprodukt. aufgrund der durch 
intakten bsAk vermittelten Interaktion von T-Zelle 
mit akzessorischer Zelle und Tumorzelle sogar T- 
Zellen, deren T-Zel!rezeptor tumorspezifische Pep- 
tide (uber MHC Antigene auf der Tumorzelle pra- 
sentiert) erkennt, stimuliert werden. Die fur eine 
korrekte Aktivierung der T-Zelle notwendigen Kosti- 
muli wurden in dieser Konstellation von der akzes- 
sorischen Zelle (z.B. Monocyt) gellefert werden, 
Insofern sollte der erflndungsgemaBe AntikOrper 
neben der direkten T-Zellrezeptor-unabhangigen. 
durch bsAk vermittelten Tumorzerstorung (Abb.lA) 
ebenfalls tumorspezifische T-Zellen aktivieren und 
generieren (Abb. 1 B), die nach Abbau der bsAk wei- 
terhin Im Patienten patrouillieren. D.h. mittels intak- 
ter bsAk kann ahnllch wie bei gentherapeutischen 
Ansatzen (z.B. durch EInbau von kostimulatori- 
schen Antlgenen wie B-7 in die Tumorzelle) die 
Tumortoleranz im Patienten durchbrochen werden. 

Gunstig In diesem Zusammenhang ist weiterhin, 
daB die Expression von Fcy-RI nach G-CSF -Behand- 
iung auf den enlsprechenden Zellen hochreguliert wird. 

Die Erfindung wurde vorstehend und wird nachste- 
hend insbesondere anhand von bispezifischen Antikor- 
pern beschrieben. An die Stelle der bispezifischen 
AntikOrper sind selbstverstandllch aber auch trispezifi- 
sche Antikorper einsetzbar, solange sie die gestellten 
Bedingungen erfullen. 

Die Erfindung wurde und wird anhand der beilie- 
genden Abbildungen naher beschrieben. Die Abbildun- 
gen zeigen: 

Abb. 1 : Die Rolle akzessorischer Zellen bei der 
Tumor-lmmuntherapie mittels bispezifischer 
Antikorper 

Abb. 2 : Zerstorung von Tumorzellen nach Gabe von 
bispezifischen AntikGrpern, nachgewlesen 
im DurchfluBzytometer 

Abb. 3 : Induktion von Zytokinen durch intakte bis- 
pezifische Antikorper nur nicht aber durch 
parentale AntlkOrper 

Abb. 4 : Wirksamkeit des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens in vivo 

Abb. 5 : Trispezifische F(ab)2-Antik6rper 

Abb. 6 : Trispezifischer scFv-AntlkOrper 
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IMMUNISIERUNGSPROTOKOLLE 

Ex vivo-lmmunisierung (Kurszeitinkubation) 

1. Herstellung einer Einzelzellsuspension (10^-10® s 
Zellen) aus autologem Tumormaterial (oder alloge- 
nen Tumrozellen desselben Tumortyps) mit 
anschlie Gender -y^Bestrahlung (50-100 Gy) 

2. Zugabe von bsAk (5-50 ng) und 45 minOtige 
Inkubation bei 4**C. AnschlieBend Auswaschen von io 
ungebundenem Antikorper 

3. Reinfusion des Zellgemisches (Lv.) 

Ex vivo-lmmunlsierung (Langzeitinkubatlon) 

15 

1. Herstellung einer Einzelzellsuspension (10^-10^ 
Zellen) aus autologem Tumormaterial (oder alloge- 
nen Tumorzellen desselben Tumortyps) mit 
anschlieBender yBestrahlung (50-100 Gy) 

2. Zugabe von bsAk (5-50 ^ig), 45 min inkubieren 20 

3. Zugabe von PBMC (10^-10^^, [alternativ: 1 x 
10^ Zellen aus T-Zellapherese] 

4. nach 5 bis 7 Tagen Kontrolle der T-Zell-Reaktivi- 
tat durch Transfer von Aliquots auf z.B. allogene 
Brustkrebszellinien (MCF-7. MX-1 ) 25 

5. Reinfusion (i.v.) der kultivierten PBMC am Tag 4 
bis 14 in den Patienten (bei T-Zellapherese Kryo- 
konservierung) 

Abkiirzungen: PBf^C. peripheral blood mononu- so 
cleated cells = mononuWeare Zellen aus dem periphe- 
ren Blut; i.v.. intravenOs. 

Ein ahnlicher aber auf den Zusatz von Zytokinen 
angewiesener und mit konventionellen bsAk (keine Aktl- 
vierung von akzessorischen Zellen durch bsAk der Sub- 35 
klassenkombination Ratte lgG2B X Ratte IgGI) 
durchgefuhrter Ansatz zeigte die prinzipielle Wirksam- 
keit einer derartigen ex vivo-lmmunisierung im Tiermo- 
dell (5). 

Im Gegensatz dazu liegt der Vorteil des hier offen- 40 
gelegten Verfahrens in der "Selbstversorgung" mit den 
fur die Hochregulation von z.B. MHC 1 auf der Tumor- 
zelle benOtigten Zytokinen (wie INF-y oder TNF-a) 
durch die gleichzeitige Aklivierung von T-Zellen und 
akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen. 45 
Abb.) an der Tumorzelle. Dies wird durch die eingangs 
erwahnte besondere Subklassenkombination des hier 
venwendeten intakten bsAk erreicht. Bei der Kurzzeitin- 
kubation f inden diese VorgSnge im Patienten statt. Wei- 
tere Vorteile bei der Kurzzeitinkubation sind (i) so 
Umgehung der sonst notwendigen Kultivierung der Zell- 
suspension mit serumhaltigen Medium, (ii) Damit ent- 
failt auch die kostenintensive Kultivierung unter GMP- 
Richtlinien. (iii) Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Ver- 
meidung bzw. Reduzierung von mfiglichen Nebenwir- ss 
kungen durch den bsAk aufgrund der wesentlich 
geringeren Menge an appliziertem AntikOrper. 

Vorteil bei der Langzeitinkubation ist, da3 der bsAk 



sich in vitro nach einiger Zeit selber verbraucht (und 
somit auch diese Methode nicht als Medikament, son:, 
dern als "medical device" etabliert werden kann). - 

BEISPIEL1 

Bispezif ische Antikfirper-vermitteit Lvse von Tumorzel- 
len durch allooene T-Zellen 

H-LAc78 ist eine Zellinie. die aus einem Hypopha- 
rynxkarzinom etabliert wurde und epcam in hohem 
MaBe exprimiert (eigene FACS-Daten). Unter Venwen- 
dung von H-Lac78 und peripheren. mononuWeSren Zel- 
len (PBMC) aus freiwilligen Spendern konnle man die 
Generierung allogener zytotoxischer T-Lymphozyten 
nachweisen. Hierzu wurden konstante Mengen H- 
Lac78 (2 X 10"*) mit unterschiedlichen Mengen PBMCs 
in Gegenwart (10 ng) oder Abwesenheit eines bsAk 
(anti-epcam X anti-CD3) inkubiert. Nach einem Zeit- 
raum von sieben Tagen wurden die PBMCs abgenom- 
men und im DurchfluBzytometer analysiert. Gleichzeitig 
wurden die Zahl der H-Lac78 Tumorzellen bestimmt. 
Die Aktivierung der T-Zellen laBt sich mikroskopisch an 
der Clusterbildung beobachten. die Proliferation kann 
anhand des Einbaus von radioaktiven Thymidin besta- 
tigt werden. Der Nachweis verbliebener Tumorzellen 
wird mikroskopisch sowie uber den epithelialen Marker 
epcam gefuhrt. der auf Zellen des peripheren Blutes 
nicht exprimiert wird. Wie in Abb. 2 gezeigt, wurden die 
H-Lac78-Zellen bei Anwesenheit des bsAk vollstandig 
lysiert. d.h. im DurchfluBzytometer waren nach sieben 
Tagen keine epcam positiven Zellen mehr nachweisbar. 
Diese Daten wurden durch den mikroskopischen Ein- 
druck bestatigt Ohne bsAk war dagegen ein vollstandi- 
ger Rasen von H-Lac78-Zellen in den Wells zu sehen 
und im FACS waren epcam positive Zellen nachweis- 
bar. 

Nachweis aktivierter allospezif ischer CTLs per Transfer- 
experiment 

In einem anschlieBenden Transferexperiment wur- 
den die mit bzw. ohne bsAk inkubierten PBMCs auf 
neue H-Lac78-Zellen ohne erneute Zugabe von bsAk 
uberfuhrt. Auch hier wurden die Tumorzellen lysiert. und 
zwar ausschlieBlich von den zuvor durch den bsAk akti- 
vierten PBMC. Die Lyse von H-Lac78 vollzog sich voll- 
standig binnen 24 Stunden bis zu einem Verhaltnis von 
2 PBMC zu 1 H-Lac78-Zellen. Dieses Resultat bedeutet 
die Generierung allospezif ischer CTLs ohne die externe 
Zugabe von lnterleukin-2 (IL-2). Da IL-2 fur die Aktivie- 
rung von T-Lymphozyten essentiell ist, sprechen die 
hier vorgelegten Daten dafur, daB durch die bsAk ver- 
mittelte Aktivierung IL-2 von den T-Zellen selbst produ- 
ziert wird. Die Induktion der !L-2 mRNA bei Zugabe des 
bsAk konnte anschlieBend durch RT-PCR bestatigt wer- 
den, wobei der bsAk den parentalen Ausgangsantikfir- 
pern deutlich uberlegen war (Abb. 3). Diese 
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Beobachtung ist insofern von Bedeulung. als IL-2 zwar 
als antitumoral wirksames Zytokin beschrieben wurde. 
eine systemische Gabe in entsprechender Konzentra- 
tion wegen seiner Toxizitdt jedoch nur bedingt mdglich 
ist. Die Gefahr der ToxizitSt ist hingegen bei der lokalen 5 
Produktion von IL-2. wie sie beispietsweise durch 
irttakte bsAk induziert wird. nicht gegeben. Da fur die 
effektive Induktion von IL-2 (und IL-12) eine Stimulation 
von T-Zellen Qber den T-Zell-Rezeptor und CD28 not- 
wendig ist, t3Bt auch dies auf die Bedeutung der Fc- 
Rezeptor positiven Zellen (welche die Liganden fur 
CD28: CD80 und CD86 bereitstellen) bei der Aklivie- 
rung der T-Zellen mittels intakter bsAk schlieBen. 

BEISPIEL 2 

Zur Prufung der Frage. ob bispezrfische AntikOrper 
eine langandauernde Tumorimmunitat induzieren ken- 
nen, wurden C57BL/6 MSusen zunSchst 5 x 10^ syn- 
gene 816 Tumorzellen injiziert. Zwei Tage spater wurde 
eine Gruppe von MSusen (Anzahl 18) mit intaktem, mit- 
tels Quadrom-Technologie (6) hergestelltem, bsAk 
behandelt. welcher eine Zielstruktur (ep-canri/C215 = 
tumorassoziiertes Antigen) auf der Tumorzelle sowie 
CDS auf T-Zellen erkennt. Eine zweite Gruppe (Anzahl 25 
6) erhielt lediglich eine aquimolare Menge von Fab- 
Fragmenten der beiden im bsAk enthaltenen Spezifita- 
ten. Wahrend alia Tiere der Fab-Kontrollgruppe inner- 
halb von 56 Tagen verstarben oder eingeschlafert 
werden muBten, uberlebten 14 von 18 mit bsAk behan- 30 
delten Tiere. 144 Tage nach der ersten Injektion von 
Tumorzellen wurde den uberlebenden 14 Tieren erneut 
eine Dosis von 750 B16 Tumorzellen, diesmal ohne 
Gabe von bsAk, injiziert. Zur Kontrolle wurde 5 unbe- 
handelten Tieren dieselbe Tumorzellzah! verabreicht. 35 
Wahrend das letzte Tier der unbehandelten Kbntroll- 
gruppe 66 Tage nach Tumorinjektion eingeschlafert 
werden muBte. uberlebten alle mit bsAk behandelten 
Tiere (Oberwachungszeitraum: 120 Tage nach zweiter 
Tumorzell-lnjektion). Siehe auch Abbildung 4A und B; 40 
Uberlebenskurven der beiden aufeinanderfolgenden, 
oben beschriebenen, Experimente. 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zur ex vivo-lmmunisierung von Mensch 
und Tier mit den nachfolgenden Schritten: 

a) Isolierung autologer Tumorzellen; 

b) Behandein der Tumorzellen, um ihr Oberle- 
ben nach Reinfusion zu verhindern; 

c) Inkubalion der so behandelten Tumorzellen 
mit intakten heterologen bispezifischen 
und/oder trispezifischen AntikOrpern. die die 
nachfolgenden Eigenschaften aufweisen: 



4. Early Breast Cancer Trialists' Collaborative 
Group, Systemic treatment of early breast cancer 
by hormonal, cytotoxic, or immune therapy - 133 
randomised trials involving 31 000 recurrences and 

10 24 000 deaths among 75 000 women. Part 1 1 Lancet 
339: 71-85, 1992 

5. Guo et al.. Effective tumor vaccines generated by 
in vitro modification ot tumor cells with cytokines 

15 and bispecific monoclonal antibodies. Nature Medi- 
cine 3: 451, 1997 

6. Lindhofer et al.. Preferential species-restricted 
heavy-light chain pairing in rat-mouse quadromas: 

20 Implications for a single step purification of bispeci- 
fic antibodies. J. Immunology 1995, 155:219 
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Binden an eine T-Zelle; 
Binder) an zumindest ein Antigen auf 
einer Tumorzelle; 

Binden durch ihren Fc-Teil (be! bispezi- 
fischen AntikOrpern) oder durch eine s 
dritte Spezrfitdt (be! trispezifischen 
Antikerpern) an Fc-Rezeptor positive 
Zellen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, io 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die AntikOrper so ausgewdhit werden. daB sie zur 
Bindung Fc-Rezeptor positive Zellen befShigt sind. 
die einen Fcy-Rezeptor 1. 11 oder 111 aufweisen. 

75 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet. daG 

die Antikdrper zur Bindung an Monozyten, Makro- 
phagen, dendritische Zellen. "Natural Killer"-Zellen 
(NK-Zellen) und/oder aktivierte neutrophile Zellen 20 
als Fcy-Rezeptor I positive Zellen befdhigt sind. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche. 

dadurch gekennzeichnet. daB 25 
die Antikorper zur Induktion von tumorreakliven 
Komplement-bindenden AntikOrpern und damit zur 
Induktion einer humoralen Immunantwort befShigt 
sind. 

30 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die AntikOrper so ausgewahit werden, daB sie Ober 
CD2. CD3. CD4. CDS. CDS. CDS. CD28 und/oder 3S 
CD44 an die T-Zellen binden. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden AnsprOche. 

dadurch gekennzeichnet, daB 40 
die AntikOrper so ausgewahit werden, daB nach 
ihrer Bindung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen 
die Expression von CD40. CD80. CD86. ICAM-1 
und/oder LFA-3 als kostimulatorische Antigene 
und/oder die Sekretion von Zytokinen durch die Fc- 4S 
Rezeptor positive Zelle initiiert oder erhOht wird. 

7. Verfahren nach /Vnspruch 6. 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Antikdrper so ausgewdhit werden. daB die so 
Sekretion von IL-1. IL-2. IL-4. IL-6. IL-8, IL-12 als 
Zytokine und/oder von TNF-a erhOht wird. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden AnsprOche, 55 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der bispezifische Antikdrper so ausgew§hlt wird, 
daB er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Anti- 



gen- und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD5 X anli-Tumor-assoziier-, 
tes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-asso^- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen-Z^ntikOr- 
per ist. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. daB 
der bispezifische AntikOrper aus einer oder mehre- 
ren der nachfolgenden Isotykombinationen ausge- 
wahit wird: 

Ratte-lgG2b/Maus-lgG2a, 

Ratte- lgG2b/Maus-lgG2b, 

Ratte-lgG2b/Maus-lgG3. 

Ratte- lgG2b/Human-lgG1 , 

Ratte- lgG2b/Human-lgG2 , 

Ratte-lgG2b/Human-lgG3[orientaler Allotyp 
G3m(st) = Bindung an Protein A], 

Ratte-lgG2b/Human-lgG4. 

Ratte-lgG2b/Ratte-lgG2c. 

Maus-lgG2a/Human-IgG3[kaukasische Alloty- 
pen G3m(t>+g) = keine Bindung an Protein A. 
im folgenden mit * gekennzeichnet] 

Maus-lgG2a/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2a/Ratte-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2a/Human-[VH-CH1,VL-GL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG1/Ratte- 

[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG1-[Hinge]- 

Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG4/Ratte- 
[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]- 
Human-lgG4IN-terminale Region von CH2]- 
Human-lgG3*[C-terminale Region von CH2: > 
AS-Position 251]-Human- lgG3*[CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
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lgG1-[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG2-[Hinge-CH2-CH3] 

5 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG3-[Hinge-CH2-CH3, orientaler Allotyp] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge-CH2-CH3] io 

Human-lgG1/Human-[VH-CH1.VL-CL]- 

Human-lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2- 

CH3] 

75 

Human-lgGl/Ratte-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
IgGl -[Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Region 
von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region 
von CH2 : > AS-Position 251]-Human- 
!gG3*[CH3] 20 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgGl •[Hinge]-Human-igG4[N-terminale Region 
von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region 
von CH2 : > AS-Position 251]-Human- 25 
IgG3*[CH3] 

Human-IgG1/Ratte-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgGl-[Hinge]-Human-lgG2[N-terminale Region 
von CH2]-Human-IgG3*[C-terminale Region 30 
von CH2 : > AS-Position 251]-Human- 
lgG3*[CH3] 

Human-IgGI /Maus-[VH-CH 1 . VL-CL]-Human- 
IgGl -[Hinge]-Human-lgG2[N-terminale Region 35 
von CH2]-Human-lgG3*[C-1erminale Region 
von CH2 : > AS-Position 251]-Human- 
lgG3*[CH3] 

Human-IgGI /Ratte-[VH-CH 1 ,VL-CL]-Human- 40 
lgG1-tHinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hlnge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

45 

Human-IgG2/Human-[VH-CH1.VL-CL]- 

Human-lgG2-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2- 

CH31 

Human-lgG4/Human-(VH-CH1,VL-CL]- 50 

Human-IgG4-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2- 

CH31 

Human-lgG4/Human-[VH-CH1.VL-CL]- 
Human-lgG4-[Hinge]-Human-lgG4[N-termi- 55 
nale Region von CH2]-Human-lgG3*(C-termi- 
nale Region von CH2 : > AS-Position 251]- 
Human-lgG3*[CH3] 



Maus-lgG2b/Ratte-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2b/Human-[VH-CH1,VL-CL]-HunrTan- 
lgG1-(Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2b/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG4/Ratte- 
[VH-CH1.VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]- 
Human-lgG4-[CH2]-Human-lgG3*-[CH3] 

HumanigG1/Ratte[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
IgGI [Hinge]-Human-lgG4-[CH2]- 
HumanigG3*[CH31 

Human!gG1/Maus[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1 [Hinge]-Human-lgG4-[CH2]-Human- 
lgG3*[CH3] 

Human-igG4/Human[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge]-Human-lgG4-[CH2]- 
HumanlgG3*-[CH3] 

1 0. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

der bispezifische AntikOrper aus einem heterologen 

Ratte/Maus bispezifischen Antikarper ausgewShlt 

wind. 

1 1 . Verfahren nach einem Oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daQ 
der trispezifische Antikdrper einen T-Zell-Bindungs- 
arm, einen Tumorzell-Bindungsarm und eine drrtte 
Spezifitat zur Bindung an Fc-Rezeptor positive Zel- 
len besitzt 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der trispezifische AntikOrper so ausgewShlt wird, 
dal3 er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Anti- 
gen- und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assoziier- 
tes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-asso- 
ziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti-Tumor- 
assoziiertes /Vntigen- und/oder anti-CD2 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-GD28 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen-/Vntik6r- 
per ist, 

1 3. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dal3 

im Schritt c) nach Inkubation der Tumorzellen mit 
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intakten heterologen bispezifischen und/oder tris- 
peztfischen Antikdrpern die mit den AntikOrpern 
beladenen Tumorzellen zur Reinfusion vorbereitet 
warden (Kurzzeitinkubation). 

5 

14. Verfahren nach einem Oder mehreren der AnsprO- 
che 1 bis 12. 

dadurch gekennzeichnet. daf3 
im Schritt c) die Inkubation der Tumorzellen mit den 
Antlkerpern zusammen mit mononuWearen Zellen io 
aus dem peripheren Blut (PBMC = peripheral blood 
mononucleated cells) erfolgt Oder nach Inkubation 
der Tumorzellen mit den Antikorpern die mononu- 
Wearen Zellen zugegeben werden und die Inkuba- 
tion fortgesetzt wird (Langzeitlnkubation). 75 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet. daB 

die Tumorzellen mit den AntikOrpern fur einen Zeit- 
raum von 10 MInuten bis 5 Stunden inkublert wer- 20 
den. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, da6 

die Inkubation der Tumorzellen mit den AntikOrpern 25 
fur einen Zeitraum von 15 bis 120 MInuten. bevor- 
zugt 15 bis 60 MInuten. erfolgt. 

1 7. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche 14 bis 16. 30 
dadurch gekennzeichnet, dal3 die mononuWearen 
Zellen aus dem peripheren Blut zusammen mit den 
Tumorzellen und den AntikOrpern fur einen Zeit- 
raum von 1 bis 14 Tagen, bevorzugt 3 bis 10 Tagen 
und weiterhin bevorzugt 6 bis 10 Tagen inkublert 35 
werden. 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet. daB 40 
die mononuWearen Zellen aus dem peripheren Blut 
in einer Menge von ca. 10^ bis 10^° Zellen zugege- 
ben werden. 

1 9. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 45 
henden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet. daB 
die Tumorzellen in einer Menge von 10^ bis 10^ Zel- 
len, bevorzugt ca. 10® Zellen. zugegeben werden. 

50 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet. daB 
die bispezif ischen und/oder trispezifischen AntikOr- 
per In einer Menge von 2 bis 100 jig. bevorzugter 5 ss 
bis 70 HQ, insbesondere bevorzugt 5 bis 50 \ig 
zugegeben werden. 



21 . Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden AnspnQche. 

dadurch gekennzeichnet, daB ^ 
die Behandlung der Tumorzellen im Schritt b durch 
Bestrahlung. bevorzugt durch ^^Bestrahlung, wei- 
terhin bevorzugt in einer Dosisstarke von 50 bis 100 
Gy. Oder durch chemi sche Substanzen. bevorzugt 
Mitomycin C. erfolgt. 

22. Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. dafi 
die intakten heterologen bispezifischen und/oder 
trispezifischen Antikorper so ausgewahit werden, 
daB sie zur Aktivierung Fc-Rezeptorpositiver Zelle 
befahigt sind, wodurch die Expression von CytoW- 
nen und/oder co-stimulatorischen Antigenen initi- 
iert Oder erhOht wird. 

23. Verwendung der nach einem Verfahren nach einem 
Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche 
hergestellten Tumorzellpraparate zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Prophylaxe und Behand- 
lung von Tumorerkrankungen. 

24. Venwendung nach Anspruch 23 zur Induktion einer 
Tumorimmunitat. 

25. Venwerxlung der nach einem Verfahren nach einem 
Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche 
hergestellten Tumorzellpraparate zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Reinfusion in den Patienten 
Oder das Tier, aus dem die autologen Tumorzellen 
entnommen wurden. 

26. Pharmazeutische Zubereitung, enlhaltend das 
nach einem Verfahren nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden Anspruche erhaitliche Tumor- 
zellpraparat. wahlwelse zusammen mit weiteren, 
an sich ubiichen Hllfs- und/oder Tragerstoffen. 
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Abb.l: 

Die RoIIe von akzessorischen Zellen bei der Tumor-fmmuntherapie 
mittels bispezifischer AntikOrper 
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Abbildung 2 
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Abbildung 3 



Induktion von Zytokinen durch 
intakte bsAk,nicht aber durch 
parentale AK 
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